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RESUMO

Lactobacillus acidophilus € um microrganismo bastante estudado e componente comum de probiéticos. No entanto, ainda ha pouca
informacao sobre a translocacao deste microrganismo para orgaos do corpo. O presente trabalho visou investigar a taxa de translocacao
de Lactobacillus acidophilus em ratos que receberam uma dieta rica em colesterol, suplementada com um concentrado de células de L.
acidophilus NCFM, visto que, o consumo deste, tem sido indicado como adjunto dietético para individuos hipercolesterolémicos. Foram
utilizados 130 ratos machos Wistar, com peso médio inicial de 250+32g, distribuidos em 4 grupos experimentais, sendo: Padrao, com
40 animais e Controle, LDR (Leite Desnatado Reconstituido) e P (Probiético) com 30 animais cada. O grupo Padrao recebeu a dieta AIN-
93G durante todo o periodo experimental (42dias). Os demais grupos receberam a mesma dieta acrescida de 1% de colesterol e 0,1%
de acido colico. Durante 14 dias (do 1° ao 14¢ dia), o grupo LDR recebeu 0,1mL/dia/animal de leite desnatado reconstituido a 10% de
solidos nao gordurosos e o grupo P, recebeu 0,1mL/dia/animal de probiético contendo 10'°UFC/mL de Lactobacillus acidophiluis NCFM.
A taxa de translocacao foi monitorada no 14¢, 28¢e 42° dias de experimentacao (tempo O, 14 e 28 dias apos o término do consumo do
probiotico, respectivamente) no baco, coracao, figado e rins. Nos 6rgaos dos animais dos grupos Padrao, Controle e LDR nao foi
observado crescimento de microrganismos nos tempos avaliados. Verificou-se translocacao para o baco, coracao, figado e rins dos
animais do grupo que recebeu probiotico (grupo P). O numero de células de Lactobacillus encontrado nos érgaos foram, em UFC/6rgao:
baco (8,6 x 10?); figado (4,8 x 10?); coracao (4,7 x 10?) e rins (1,3 x 10?). Constatou-se diferenca significativa (p<0,05) na contagem de
células encontradas no baco, em comparacao aos demais orgaos analisados. Entre o figado e o coracao, nao foi observada diferenca
significativa (p>0,05), mas ambos diferiram estatisticamente dos rins (p<0,05). Observou-se uma eliminacao constante das células
translocadas apos o término do consumo do probiético, de acordo com os diferentes 6rgaos. O baco apresentou o maior nimero de
células translocadas (860 UFC/drgao), no entanto, foi o 6rgao que as eliminou mais rapidamente. Ao final do periodo analisado, 69,8%
das células presentes no baco, haviam sido eliminadas.

Palavras-chave: L. acidophilus; translocacao; hipercolesterolémico.

SUMMARY

Lactobacillus acidophilus TRANSLOCATION IN RATS FED CHOLESTEROL RICH DIET. Lactobacillus acidophilus NCFM is a strain
present in several probiotic products. Despite its wide use, there is little information on its translocation to the host’s organs. This work
was devised to verify the Lactobacillus spp. translocation in rats feeding cholesterol rich diet because this product has been indicated
as dietary adjunct for individuals hipercholesterolemic. One hundred and thirty weaned Wistar rats, divided in 4 groups and caged
individually were used. The experimental groups were: Standard; Control; LDR and P. The Standard group received the AIN-93G diet
during the whole experimental period (42 days). The other groups received the AIN-93G diet added of 1% of cholesterol and 0,1% of
cholic acid. During 14 days, the LDR group received the supplement of 0, 1mL/day/animal of reconstituted skimmed milk at 10% of non
fat solids and, the group P received 0,1mL/day/animal of a probiotic in the form of a concentrate of cells contends 10'° UFC/mL of
Lactobacillus acidophilus NCFM. Translocation was observed in spleen, heart, liver and kidneys of group P, but not in the others. The
average translocation were UFC/6rgao: spleen (8,6 x 10?); liver (4,8 x 10?); heart (4,7 x 10?) and kidney (1,3 x 10?). The translocated cell
numbers, beside being low, were constantly eliminated during the evaluation period. Since the implication of microbial translocation
in the host is not known, the translocation capacity and the rats of clearing are suggested to be important parameters for the selection
of strains to be used as probiotics.

Keywords: L. acidophilus; translocation; hipercholesterolemic.

testinais alcanc¢a niveis elevados; ii) quando o siste-
ma imunoloégico se encontra de alguma maneira com-

1 -INTRODUCAO

O termo translocacao foi citado primeiramente em
1966, por WOLOCHOW, HILDEBRANT & LAMANNA [10]
para descrever a passagem de bactérias viaveis prove-
nientes do trato-gastrintestinal para sitios extra-in-
testinais ou tecidos.

Segundo BERG [1] verifica-se translocacdo bacte-
riana quando; i) a populacdao de certas bactérias in-
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prometido, e iii) quando a mucosa intestinal, que fun-
ciona como uma barreira, esta fisicamente alterada.
Além destes, fatores ambientais, como a dieta e o
stress podem alterar o delicado balanco ecologico no
trato-gastrintestinal promovendo também a translo-
cacao.

Translocacao bacteriana da microbiota nativa, que
normalmente coloniza o trato-gastrintestinal em ni-
veis elevados, pode ocorrer em taxa reduzida e de for-
ma “espontanea” através da mucosa de animais sau-
daveis [2].

De acordo com BERG [3], na presenca de uma bar-
reira mucosa intacta, a migracado dos microrganismos
através da parede intestinal ocorre por pinocitose (pro-
cesso de ingestao de quantidades muito pequenas de
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liquido extracelular e de substancias nele dissolvidas,
sob a forma de pequenas vesiculas).

No entanto, translocacido bacteriana envolve inte-
racoes complexas entre os mecanismos de defesa e a
capacidade para transpor a barreira intestinal e so-
breviver em outro ambiente, sendo necessarias mais
pesquisas para elucidar os mecanismos envolvidos na
passagem de microrganismos do trato-gastrintestinal
para outros sitios, no hospedeiro saudavel ou debili-
tado [2].

BERG [2] relata que a translocacao de L. acidophilus
do trato-gastrintestinal para outros o6rgaos e, ou teci-
dos nao causa doenca severa, porém, € necessario o
conhecimento dos mecanismos de acdao envolvidos na
translocacdo de bactérias utilizadas como probi6ticos,
para uma definicdo de seu consumo por pessoas com
algum tipo de debilitacao.

Objetivou-se nesta experimentacao avaliar a capa-
cidade de translocacao de Lactobacillus acidophilus para
o baco, coracao, figado e rins em ratos que receberam
dieta rica em colesterol suplementada com Lactobacillus
acidophilus NCFM por 14 dias, em uma concentracao
normalmente presente nos produtos probiéticos. De-
terminou-se também, a taxa de eliminacao das células
viaveis translocadas dos o6rgaos apos o final da admi-
nistracao do microrganismo.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Origem e manutencao da cultura

A cultura de Lactobacillus acidophilus NCFM, de ori-
gem humana, foi obtida no Banco de Culturas do Labo-
ratorio de Culturas Laticas do Departamento de Tecno-
logia de Alimentos da Universidade Federal de Vicosa.

Para a confirmacao de sua identidade, a cultura foi
submetida a coloracdo de Gram, e aos testes da catalase
e da fermentacao dos principais ac¢ucares.

2.2 - Obtencédo do concentrado de células de L.
acidophilus NCFM

A cultura de L. acidophillus NCFM foi ativada em
caldo MRS. Apds crescimento, seguiu-se centrifugacao
a 2000 x g por 20 minutos e ressuspensao em LDR 10%
de solidos nao gordurosos. O concentrado celular, que
constitui-se de 10'° UFC/mL, foi preparado a cada dois
dias e mantido sob refrigeracdo até o momento da ad-
ministracao aos animais.

2.3 - Preparo das dietas

As dietas foram preparadas de acordo com a dieta
padrao para roedores, segundo REEVES, FORREST &
FAHEY [8] modificada pela substituicao de 3,5% do 6leo
de soja, por gordura hidrogenada e adicdao de 1% de
colesterol e 0,1% de acido célico. A composicao das
dietas experimentais (Padrao, Controle, LDR e P) esta
indicada na Tabela 1.

TABELA 1. Composicao das dietas experimentais (g/100g
de dieta).

Grupos

Ingredientes

Padrdo  Controle LDR P
Caseina 20,0 20,0 20,0 20,0
Oleo de soja 35 3,5 3,50 3,5
Gordura hidrogenada 3,5 3,5 3,5 3,5
Colesterol cristalino - 1,0 1,0 1,0
Acido célico - 0,1 0,1 0,1
Fibras (celulose microfina) 5,0 5,0 5,0 5,0
Bitartarato de colina 0,25 0,25 0,25 0,25
Mistura de minerais 3,5 3,5 3,5 3,5
Mistura de vitaminas 1,0 1,0 1,0 1,0
L-cistina 0,3 0,3 0,3 0,3
Amido milho 39,75 38,65 38,65 38,65
LDR 10% - - 0,1* -
Probiético - - - 0,1*

Fonte: Adaptado de REEVES, FORREST & FAHEY [8]
Padrao = AIN-93G

Controle = dieta Padrao + colesterol +acido célico
LDR = dieta Controle + LDR 10%

P = dieta Controle + probi6tico

* ml/dia/animal

2.4 - Ensaio biolégico

Utilizaram-se 130 ratos machos da linhagem Wistar,
com peso médio inicial de 250+32¢g, mantidos em gaio-
las individuais em ambiente com temperatura contro-
lada (26%2°C) e ciclo claro-escuro de 12 horas. Os ani-
mais foram distribuidos em quatro grupos experimentais
(Padrao, Controle, LDR e P). O grupo Padrao recebeu
dieta padrdao AIN-93G durante todo o periodo experi-
mental (42 dias) e os demais grupos (Controle, LDR e
P) receberam dieta Padrao acrescida de 1% de colesterol
cristalino e 0,1% de acido célico. Durante 14 dias, o
grupo LDR recebeu suplementac¢ao de 0,1mL/dia de LDR
10% (leite desnatado reconstituido a 10% de sélidos
nao gordurosos) e o grupo P, recebeu 0,1mL/dia de
probidtico, na forma de um concentrado de células, con-
tendo 10'° UFC/mL de L. acidophilus NCFM viaveis.

No 1°dia de experimenta¢do, 10 animais do grupo
Padrao foram sacrificados para o monitoramento do nu-
mero de microrganismos presentes no baco, corac¢ao,
figado e rins. Seguiu-se entdo, a administracdo do
probiotico e LDR aos respectivos grupos, por 14 dias.
Ao final deste periodo (14°dia), o qual constitui-se o
tempo O de avaliacao dos niveis de translocacao, 40 ra-
tos (10 de cada grupo) foram sacrificados por asfixia em
gas CO, seguida da incisao das cavidades toracica e ab-
dominal para retirada dos 6rgaos, que foram avaliados
quanto a presenca de L. acidophilus. O mesmo procedi-
mento foi repetido no 28° e 42°dia, ou seja, nos tempos
14 e 28 dias ap6s o término da administracao do
probiotico, respectivamente. As dietas e agua destilada
foram oferecidas ad libitum por 42 dias.

Os orgaos foram retirados sob condicdes assépticas,
lavados em solucao salina 0,9% estéril, acondiciona-
dos individualmente em sacos plasticos estéreis (sa-
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cos amostradores Whirl-Pak), pesados e armazenados
a — 80°C (Bio-Freezer, Forma Scientific).

Para contagem de microrganismos, cada 6rgao foi
macerado dentro da propria embalagem e submetido a
diluicao de 1/10 ou 1/100, conforme o 6rgao, com solu-
cao tampao fosfato [6,7].

Seguiu-se plaqueamento em profundidade (10°, 10,
102, 10%) em agar MRS e incubacao a 37°C por 48 ho-
ras. A contagem, obtida em UFC/g, foi multiplicada pelo
peso de cada 6rgao, resultando assim, no numero total
de microrganismos translocados no érgao (UFC/6rgao).

Apods contagem, as colonias foram submetidas a
coloracdao de Gram e ao teste da catalase para a avalia-
c¢ao dos microrganismos recuperados dos o6rgaos anali-
sados.

2.5 - Andlise estatistica

O teste de Tukey foi utilizado para comparar as
meédias de contagem de microrganismos entre os or-
gaos no tempo 0. Procedeu-se a analise de regressao
para avaliar o efeito do tempo de eliminacao sobre a
contagem de microrganismos em cada 6rgao. O mo-
delo de regressao testado foi descrito pela equacao
abaixo:

=B, + B, X, onde (1)

<> >

= UFC/drgao
X = tempo (dias apés administracao do probi6tico)

B, € B, = parametros do modelo

Para a avaliacao deste modelo de regressao foram
realizados os teste F da regressao, o teste t para os
parametros e o teste F da falta de ajustamento do mo-
delo. O R? foi calculado com base nas médias.

As analises estatisticas foram realizadas no Siste-
ma SAS [9].

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Identificacdo dos microrganismos transloca-
dos

Os microrganismos translocados apresentaram ca-
racteristicas basicas de lactobacilos, ou seja gram-po-
sitivos, catalase-negativos, com morfologia e perfil de
fermentacao caracteristicos de L. acidophilus, de acor-
do com KLANDLER & WEISS [4] sendo positivo para
maltose, glicose, galactose e lactose e negativo para
sorbitol, rafinose e manitol.

3.2 - Contagem de Lactobacillus no baco, coracao,
figado e rins dos animais experimentais

As Tabelas 2, 3, 4 e 5 mostram as médias * desvio
padrao, em UFC/6rgao, da contagem de lactobacilos no
baco, figado, coracao e rins de acordo com os grupos
experimentais e tempos monitorados.

TABELA 2. Contagem (média + desvio padrdao) em UFC/6r-
gao, de lactobacilos no baco dos animais, de acordo com
os grupos experimentais e tempos monitorados (0, 14 e
28 dias ap6s o término do consumo do probiotico).

Grupos
Tempo
Padrédo Controle LDR P
0 0,00 0,00 0,00 8,5 X10°+ 19,32
14 0,00 0,00 0,00 57X 10%+ 19,13
28 0,00 0,00 0,00 25X 10%+ 12,31

Padrao = AIN-93G [8]

Controle = dieta Padrao + colesterol +acido célico
LDR = dieta Controle + LDR 10%

P = dieta Controle + probiético

TABELA 3. Contagem (média + desvio padrdao) em UFC/6r-
gao, de lactobacilos no figado dos animais, de acordo com
os grupos experimentais e tempos monitorados (0, 14 e
28 dias ap6s o término do consumo do probiotico).

Grupos
Tempo
Padrédo Controle LDR P
0 0,00 0,00 0,00 5,0 X10°+ 130,94
14 0,00 0,00 0,00 3,0 X 10%+ 87,90
28 0,00 0,00 0,00 2,3X10°+ 114,96

Padrao = AIN-93G (8]

Controle = dieta Padrao + colesterol +acido célico
LDR = dieta Controle + LDR 10%

P = dieta Controle + probiético

TABELA 4. Contagem (média * desvio padrdao) em UFC/
orgao, de lactobacilos no coracao dos animais, de acor-
do com os grupos experimentais e tempos monitorados
(0, 14 e 28 dias apos o término do consumo do probiotico).

Grupos
Tempo
Padrao Controle LDR P
0 0,00 0,00 0,00 4,8 X 10°+ 18,80
14 0,00 0,00 0,00 3,0 X 10° £ 20,45
28 0,00 0,00 0,00 1,9 X 10° + 13,68

Padrao = AIN-93G [8]

Controle = dieta Padrao + colesterol +acido célico
LDR = dieta Controle + LDR 10%

P = dieta Controle + probiético

TABELA 5. Contagem (média + desvio padrdao) em UFC/6r-
gao, de lactobacilos nos rins dos animais, de acordo com
os grupos experimentais e tempos monitorados (0, 14 e
28 dias ap6s o término do consumo do probiético).

Grupos
Tempo
Padrao Controle LDR P
0 0,00 0,00 0,00 1,3 X 10° + 83,09
14 0,00 0,00 0,00 1,0 X 10° £ 25,25
28 0,00 0,00 0,00 8,2 X 10" + 38,36

Padrao = AIN-93G (8]

Controle = dieta Padrao + colesterol +acido célico
LDR = dieta Controle + LDR 10%

P = dieta Controle + probiético

Constatou-se a passagem de microrganismos via-
veis do trato-gastrintestinal para todos os 6rgaos ava-
liados (coracao, rins figado e baco), quando os animais
receberam dieta rica em colesterol suplementada com
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10'° UFC/mL de L. acidophilus NCFM viaveis, durante
14 dias (grupo P).

Nos o6rgaos dos animais dos grupos Padrao, Con-
trole e LDR nao foi observada a presenca de Lactobacillus
em nenhum dos tempos analisados.

Imediatamente, ap6s o término da administracao
do probiético (tempo 0), de acordo com o modelo de re-
gressao ajustado, o numero de células viaveis encon-
tradas nos orgaos foram: baco (8,6 x 10> UFC/6rgao);
figado (4,8 x 10%> UFC/érgao); coracao (4,7 x 10> UFC/
orgao) e rins (1,3 x 102UFC/ 6rgao). A contagem obser-
vada no baco foi significativamente maior (p<0,05) do
que a encontrada nos outros 6rgaos avaliados. Entre o
figado e o coracao nao foi observada diferenca significa-
tiva (p>0,05), quanto ao numero de células translocadas.
Nos rins, contatou-se o menor indice de translocacao,
quando comparado aos demais 6rgaos analisados.

Embora, os numeros observados nesse estudo, se-
jam considerados baixos, corroboram informacoées de
BERG [2] onde o autor se refere ao L. acidophilus como
um microrganismo que possui pouca capacidade de
translocar, mesmo quando administrado em concen-
tracoes elevadas.

Ainda, segundo BERG [2], fatores ambientais, como
a dieta, podem alterar o delicado balanco ecolégico no
trato-gastrintestinal e provocar a passagem de micror-
ganismos para outros 6rgaos e, ou tecidos.

Sugere-se que a dieta rica em colesterol e acido
colico administrada aos animais, nessa experimenta-
cao, de algum modo, pode ter causado alteracdao na
mucosa intestinal dos ratos, com aumento de sua per-
meabilidade, permitindo assim, a translocacdo, como
foi verificado por MOREHOUSE et al. [5], que constata-
ram a passagem de bactérias anaerdbias estritas e fa-
cultativas do trato-intestinal para 6rgaos, como o figa-
do e baco, em ratos que tinham perdido a integridade
da mucosa pela administracdo de acido ricinoéleico.

3.3 - Desaparecimento de células viaveis de
Lactobacillus dos 6rgaos dos animais que recebe-
ram probiético

Ap6s o periodo de administracao do probiético, ve-
rificou-se que os microrganismos foram eliminados em
diferentes taxas de acordo com os 6rgaos analisados
(Figura 1).

A eliminacdo das bactérias nos diferentes 6rgaos
seguiu o modelo de regressdao descrito pela equacao
abaixo:

=B, + B, X (1)

<> >

UFC/odrgao

X = tempo (dias apdés administracao do probiético)

B, e B, = parametros do modelo

O tempo de eliminag¢do completa dos microrganis-

mos translocados, para cada 6rgao, foi calculado a par-
tir dos modelos de regressao ajustados (Tabela 6).

1000
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900 Rins
N ~ Figado
800 ~ Bago .
N Linear (Coragéo)
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FIGURA 1. Contagem de Lactobacillus nos diferentes érgaos,
durante os 28 dias apods o final da administracao do
probiotico.

TABELA 6. Modelos de regressdo ajustados para os diferen-

tes orgaos.
Orgao Modelo ajustado R*
Baco y = 863,9500 — 21,5542 x 0,99
Coragéo y =472,5416 — 10,4196 x 0,98
Figado y = 487,8023 — 9,9409 x 0,93
Rins y =131,3616 — 1,7742 x 0,99

Em todos os 6rgaos, a eliminacdo completa nao foi
alcancada dentro do periodo de tempo estudado. Vinte
e oito dias ap6s o término do consumo do probiético,
os numeros de células presentes nos 6rgaos (em UFC/
orgao), estimados pelos modelos de regressao ajusta-
dos, foram: 2,6 x 102, para o baco; 2,0 x 10> para o figa-
do; 1,8 x 102, para o coracao e 8,1 x 10!, para os rins.
Permanecendo a tendéncia verificada neste periodo, a
eliminacdo completa aconteceria, no baco, em 40 dias,
no coracao, em 45, no figado, em 49 e nos rins, em 74
dias. O baco, apresentou o maior numero de células
translocadas (860UFC/6rgao), no entanto, foi o érgao
que as eliminou mais rapidamente. Ao final do periodo
analisado, 69,8% das células presentes no baco, ha-
viam sido eliminadas.

No baco, o numero elevado de histiocitos (células
fagociticas pertencentes a classe dos leucoécitos que
desempenham papel essencial na protecao do organis-
mo contra a invasao de bactérias) poderia justificar o
menor tempo de eliminag¢ao dos microrganismos trans-
locados para este 6rgao, apesar do numero inicial de
células ter sido maior, quando comparado com o figado,
coracao e rins.

4 - CONCLUSOES

e Produtos probiéticos tém sido indicados como ad-
junto dietético na promoc¢ao da saude e na pre-
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vencao de doencas. E importante, pois, que a taxa
de translocacao dos microrganismos utilizados nes-
tes produtos e o tempo para sua completa elimi-
nacao sejam mais um parametro no processo de
selecao de estirpes, candidatas a compor um
probiético, uma vez que se desconhece, atualmen-
te, as implicacdes deste processo.
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